Biochemical studies on Yeast Part Ⅰ On the Utilization of Cell Wall Spriting Materials in Extraction of Yeast Nucleic acids by 長崎, 亀 & 苅谷, 泰弘
酵　ほ　の　生　化　学　的　研　究
第１報　核酸関連物質の抽出に細胞壁溶解性物質を利用
　　　　することについて＊
　長崎　　亀・
(高知大学農学部農芸化学科
苅　谷　泰　弘
発酵及び食品化学研究室）
　　　　　Biochemical　studies　on Yeast
Part　Ｉ　On the Utilization of Cell Wall Spriting Materials in
　　　　　　　　Extractionof Yeast Ｎｕｃ】eicacids
Susumu NAGASAKr and Yasuhiro Kariya
　酵母の利用価値はきわめて高い。その示す生理的性質を利用して発酵工業に，豊富な含有成分を
利用して食料飼料薬用などに用いられている。近時また調味料製造の原料にも用いられるようにな
ってますます利用価値が高くなった。しかし酵母の含有成分を利用するためには強固な細胞壁がじ
ゃまになりはしないかと考えられる。事実著者らは食料あるいは飼料として酵母を用いた場合，酵
母細胞内容物の消化がin vivo,バｎ vitro　ともに細胞壁によって非常に阻害されることを指摘し
た(1)(2)。また酵素類を抽出するさいにも細胞壁が重大な障害となっているこ･とを報告した(2)(8)。
　この報告は核酸関連物質の抽出にあたり細胞壁がどれだけその抽出を阻害しているか，もし阻害
しているならば酵母細胞壁溶呻陛物質を利用して抽出率を向上せしめることができはしないかにつ
いて調査した結果を論述したものである。
材　料　な　ら　び　に　方　法
　Ｉ．材　　料
　菌株；キリンビールＫＫから分譲をうけたビール酵母。
　培地，培養ならびに胴整；麦芽汁培養液に30°Ｃで約100時開静置培養した後遠心集菌して数回蒸
溜水で洗い実験に供した。
　細胞紐溶解性物質；種々な微生物が酵母細胞紐溶解酵素を分泌することか報告されている
が(4)(5)(6)，この実験においては簡単に入手し易いカタツムリ消化液を用いた。カタツムリの種類，
消化液の採取方法などは長崎の既に報告した方法(2)に従った。
　Ｈ．方　　法
　抽出量の比較；完全菌体を１Ｎ追塩素酸(ＰＣＡ)で抽出Iした場合と細胞壁除去菌体から抽出し
た場合の抽出量を258 mμの吸光値を測定することによって比較した。
　細胞紐溶解後の抽出については，プロトプラストを形成した場合と惨透圧調節剤を入れずに消化
液を作用させ細胞壁を溶解して細胞を破壊した場合とについて抽出量を比較した。
　酵母細胞紐の溶解方法；酵母20 mgをＰト1 5.8のリン酸緩衡液10 m1 に懸濁し0.2 mlのカタツム
リ消化液を添加して30°Ｃで４時間時々振りまぜて酵素を作用させる。プロトプラストを作るには
この時に溶液が10％カーボワックス溶液になるようカーボワックスを入れておく。位相差顕微鏡で
観察しプロトプラストが完成されたならLOOOR. P.M.で分別遠沈し沈澱部を抽出用試料とする。
＊　この=報告の要旨は昭和36年４月日本農芸化学会大会（於・福岡）において講演した。
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この時の上澄成には溶解された細胞茫とカタツムリ消化液を含んでいる。　　　　　　　　，
　核酸関連物質の定量；抽出用試料をIjVPCA 10 mlにO°Ｃで１夜浸漬した後（プロトプラスト
の浸漬時間は約10分間とした）10,000～11,OOORPMで遠沈し，上澄液を島津製ベックマン型光電
分光光度計により258 mμの吸光値を測定することによって行なった。∧　　≒
　これによって得られる値は正確に核酸関連物質にのみ基くものではないが（7）（8）酵母の場合,特に
本実験においてはこの値をもって核酸関連物質（主としてRNA)の抽出される目安としても大き
な誤りはないと考える。
　なお本実験において測定した258 mμにおける幹光度はすべてＲＮＡに基くものとして酵母乾物
１ｇ当りに換算して記載した。
　　　　　　　　　　　　　実　験　結　果　な　ら　ひ　に　考　察
　Ｉ．カタツムリ消化成の二，三の性質
　カタツムリ消化液を用いてプロトプラストを作るとき，もしこの消化液中に酵母の含んでいる
258 mμ吸光性物質の測定値に影響を与えるような物質が存在すれば都合が悪いので調査した結果
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第２図　酵母核酸とカタツムリ消化液を30°Ｃ
　　　　にincubateした時の０．Ｄ変化
　　　　RNA ２０,ｿml
　　　　消化液0.01 ml/ml phosphate buffer
第１図に示すようにカタツムリ消化液は258 mμに吸収極大は認められず，またClarke法（1°）に
よって酵母から調整した核酸と緩衝液中でincubateしても吸光度の変化はおこらなかった（第２
図）。
　Ｈ．緩衡液による核酸の溶出
　カタツムリ消化液は緩衡液を用いてＰＨを5.8に保たせた液の中で酵母に作用させる。ところが
　　　　　　　　　　　　第１表　　緩衡液による258 mμ吸光性物質の溶出
緩 衡 液
クェン酸　（ＰＨ　5.8)
＊
　溶出RNAG:
最　大　　79. 754
最　小　　35.34
(mg. /g. dry yeast)
　　平　均　　57.5
酵母乾物ｌｇより1. 5 mg,分子吸光係数約11,000, RNA Ｐ Ｉμg/mlのD 26o/cm
＝0.365，Ｎ＝17％，Ｐ＝8.8％，０rｃｉｎ塩酸反応十, Diphenylamine反応－，
Protein反応－．
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植村等はC7)(8)酵母を種々の緩衡液に懸濁しただけで核酸関連物質が外部に分泌されることを指摘し
ている。そこでこの細胞壁溶解作業中にも緩衡液の作用によって核酸関連物質が出てくるはずであ
るからその測定をしてみた。第１表叫incubate中に258 mμ吸光性物質の溶出が起ることを示して
いる。
　Ⅲ。細胞壁の有鮪ごよふ抽出量の比較
　インタクト酵母をlJVP. C. A 10 m1 に懸濁しO°C 18時間抽出した場合と，一旦プロトプラス
トを作りそれから抽出した場合の抽出量を比較すると第２表のとおりで，明らかにインタクト酵母
　　　　　　　　　　第2表　細胞壁の有無による抽出量の比較　　　　，
???????
＊
抽　出　試　料　の　種　類
　　　　　　　一
完　　　全　　　細　　　胞
プロトプラスト区分
プロトプラストを分離した
上澄液
抽出ＲＮＡ量
　147.856
　152.247
　178.349
　173.23
174.
185.
??
59.91
56.47
52.61
(mg. /g. dry yeast)
　(46. 032)*
　(71.130)
　(69. 401)
　（　）内は４時間抽出の場合；プロトプラスト抽出法ではその作製時間をも含めて約４時間で抽出でき
るので，これに見合った時間で抽出|してみたか抽出は充分でない。
から抽出する場合より効率は良い。この場合プロトプラストを分離した後に残った上澄液にはＨで
説明した緩衡液の溶出作用に基づく258 mμの吸光が見られるはずである。測定の結果は表に示し
てあるとおりで明らかに吸光がある。この液の中には細胞壁が溶解されて存在しているのであるが
吸光値が酵母を緩衡液のみにincubateした時に見られる値と（第１表）ほぼ同一であることは細
胞壁区分に核酸様物質の存在しないことを推論せしめる。プロトプラスト区分の核酸と緩衡液に溶
出Iした核酸とを合併すれば菌体中の核酸は殆ど完全に回収されると思う。･
IV.細胞壁を溶解しプロトプラストを経ないで細胞を破壊した場合
　前項においては一度プロトプラストを作り，これをp. C. Aで抽出したが，ポリェチレングリコ
ールを入れないで消化液を作用させると，細胞は細胞壁か溶解すると同時に分解し内容物は溶液中
に移る。そこでp. C. A.を入れて蛋白を沈澱させれば上澄液中に核酸が得られるはずである。と_
ころが実際に測定した結果は第３表に示すとおりで明らかに少ない。緩衡液とのincubateによる
　　　　　　　第３表　　細胞壁溶解方法によるＲＮＡ抽出量の差　(mg. /g, dry yeast)
細胞壁溶解方法
緩衝液のみ 緩衝液十カーボワックス
インタクト酵母
（４時間抽出）
Ａ Ｂ Ａ Ｂ Ａ Ｂ
　ＲＮＡ抽出I量
Cmg/g dry yeast)
76.37・
88.68
82.90
81.21
85.04
80.71
90.68
83.85
86.88
87.13
111.67
126. 69
110.53
114.38
111.38
116.73
129.87
113.63
114.40
115.03
27.85
34.82
48.90
45.40
28.39
31.03
40.47
54.36
52.53
32.01
　　註　Ａはそのま束据咄，Ｂは抽出時軽く超音波破壊を行った。
溶出分も最後まで保持されていてロスはな･く細胞壁の溶解程度もだいたい同じで，従って当然抽出
量は大きくならねばならないのにかえって低下しだのはたぶん細胞が破壊され，しかも酵素反応が
阻害されていない状態では核酸分解酵素が働き核酸塩基が分解されるためと考えられる。なおこの
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場合インタクト細胞からの抽出は抽出所要時間を同しにするため｡41時間浸漬を行ったので前に述べ
たように抽出率は非常に低い。これが超音波破壊を併用することによって向上できないか，またプ
ロトプラスト法でも超音波処理によって抽出牢が向上しわしないか調査してみたが第３表Ｂの測定
値が示すようにたいした相違はなく。インタクト酵母で･はp. C. A.に浸漬してから超音波をかけ
ても効果はないし，プロトプラストは簡単に破壊されるので超音波処理を行なうまでもないという
ことが判った。
　Ｖ．前処理酵母に細胞壁溶解抽出法を行った場合
　いままでの実験では核酸以外の258 mμ吸光物質をも含めて核酸抽出率を測定した。だいたいの
抽出率比較にはこれでも支障ないのであるが，核酸以外の物質を除き純粋な核酸を抽出Iするために
Ｙ.ＫＵＲｏｌｗＡ（9）らが報告している前処理を施した酵母を使用する場合にも細胞壁溶解物質は有効
であるか調査してみた。その結果第４表に示してあるように√生酵母を使った場合のような効果は
　　　　　　　　　　第４表　　前処理拓母の核酸抽出ｍ比廠土丿(mg./g. dry yeasり
拍　出　材　料 緩衝液抽出 1096 NaCl抽出 １ｙＰＣＡ抽出
前　処　理　酵　母 77.9874.83 62.ヽ87 218.6201.85
前処理後細胞
壁　溶　解　酵　母
72.39　細胞壁溶　　　(解中に溶)
69.18　出する量
21.3 (93.69) 132.52 (204.9)
119.54 (188.73)
　　註（　）内は細胞壁溶解中に緩衡液の作用で抽出されてくる量を加えた価である。
　　　　＊　Ｙ.　KUROIWA法（9）による前処趾　　　　　　。ヽス　　　　　丿
見られなかった。思うに，これは凍結融解あるいはアルコール・エーテル抽出などの前処理によっ
て酵母は死にその内容物が撰択的な抽出を受けosmotic ･barlierの破壊> porosityの増大をきたし
抽出され易い状態となっているため細胞璧除去の効果が表れないのであろう。
以上の実験結果をまとめて表にすると第５表のとおりで;酵母核酸の.抽出にはプロトプラストを
　　　　　　　　第５表　　各種抽出法による抽出量の比較　（ｎ!g./g. dry yeast)
抽
抽　出
抽出量
出
　条
剤
件
???????―
　　　　生
完全酵母｜
VＮ PCA
Ｏ°C 18hr.
　　241.91
　　208.25
　　酵
細胞壁溶解法
室温10 mm.
　　82.90
　　85.04
母
--
ロトプラズト
室冊 10 mill.
　　257. 73
　　226ト81
　前処理
そのまま抽出
0°C 18h「
　　167. 54
　　180.9
酵母＊
細包壁溶解法
室温10 min.
　　132.5
　　119.5
　＊　Ｙ.ＫＵＲ０１ｗＡ（9）らの方法で前処理した酵母。　　　　　　　　　　，
経由して抽出した方が抽出率が高いこと，と不純物除去のための前処理を行った菌防にはこの方法
は適当てないことが判る。
　この実験はカタツムリ消化成を用いたのであるが，酵母細胞壁鎔解性物質なら何でも使用できる
であろうから，微生物の酵素を利用するならば大規模に実施できると思われる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　　約
１．酵母から核酸関連物質の抽出をするさい強固な細胞壁か抽出率を低下させはしないか，と想
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像されたので，この事実を調査して阻害作用を確認するとともに，細胞壁溶解性物質（カタツムリ
消化液を用いた）を利用して抽出率低下を防ぎ得ることを実証した．
　．２．細胞壁の溶解除去はインタクト細胞に対してのみ効果があるが，そのさい惨透圧調節剤を用
いてプロトプラストを作製し，プロトプラストから抽出しなければならない．調節剤を入れずに細
胞壁を溶解すると細胞が分解し核酸は速かに分解減少する．
　終りにあたり常に激励を戴いている京都大学化学研究所教授山本竜男先生，酵母を分譲下さった
キリンビール尼崎工場黒岩芳郎博士，堀江雄博士に深い感謝の意を表する．
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